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RESUME - De nouvelles recherches ont été effectuées pour connaitre l'infrastructure 
et la composition du cell-coat de Dunaliella bivculata Butcher, par des méthodes 
cytochimiques. L'utilisation de polyéthyléncimine (PEI) de différentes masses 
molaires a confirmé la présence de charges négatives à son niveau ct les modalités de 
leur répartition. Des lectines marquées ont également été utilisées: WGA couplée 
avec la biotine et révélee par l'avidine-ferritine a montré un marquage au niveau du 
cell-coat, suggérant la présence de résidus de N-a glucosamine dans les 
glycoprotéines; Con A, par contre, a donné des résultats négatifs. 














ABSTRACT - Further studies have been carried out on the ultrastructure and com- 
position of the cell-coat of Dunaliella bioculata Butcher by cytochemical techniques. 
The use of polyethyleneimine (PEN) of various molecular weights has confirmed (he 
presence of negative charges on the cell-coat and illustrated their distribution. Ferri- 
tin labelled tectines have also been used. Thus, WGA coupled with biotin and dc- 
tected by avidin-ferritin is seen to be fixed on the cell-coat suggesting the presence of 
N-acetyl glucosamine in glycoproteins. On other hand, Con A gives a negative res- 
ponse, 


MOTS CLES : Chlorophyta, Dunaliella bioculata, cell-coat, plycoprotéincs, 
polvéthvléneimine, lectines. concanavalline A (con A), whewt germ agglutinin 
(WGA). 


INTRODUCTION 


Dans une note précédente (Chardard, 1987), nous avons decrit la struc- 
ture de la surface cellulaire de l'algue verte Dunaliella bioculata Butcher par 
observation au microscope électronique a transmission aprés différents trai- 
tements cytochimiques. Nous avons pu ainsi mettre en évidence sur la surfa- 
ce externe du plasmalemme une couche fibrillaire appelée glycocalyx ou*cell- 


Source - MNHA Pars. 
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coat", particulièrement nette chez cette algue dċpourvuc de paroi 
pecto-cellulosique. 


Pour compléter cette étude, nous avons utilisé un autre marqueur dont 
l'activité a été reconnue dans certains types de cellules animales: la 
polyéthyléneimine (PEI) qui présente la particularité d'être fortement 
électropositif et d'exister à différentes masses molaires (MM); elle rċagil for- 
tement avec les sites négatifs de la membrane, permettant ainsi de mieux 
connaitre leur distribution à la surface de la cellule. On peut done comparer 
les résultats avec ceux obtenus antérieurement par d'autres techniques. 


Nous avons également utilisé des lectines marquées en vue de connaître 
la nature des glucides constituant les glyco-protéines dont nous pensons que 
sont faites les fibrilles du “cell-coat”, 


Les résultats provenant de l'utilisation de ces deux techniques sont 
relatés dans cette note. 


MATÉRIEL ET METHODES 


LE MATÉRIEL BIOLOGIQUE 


Il est constitué par des cellules de l'algue verte unicellulaire Dunaliella 
bioculata provenant de Culture Collection of Algae and Protozoa, 
Cambridge. Ces cellules sont cultivées au laboratoire en milieu nutritif artifi- 
ciel. dans des conditions qui ont déjà été décrites (Chardard, 1987). Elles 
sont récoltées, aprés 3 semaines dc culture. par centrifugation pour étre sou- 
mises nux différentes techniques décrites ci-dessous. 





LES TECHNIQUES 


- La PEL, 


La polyéthyléneimine (PET) est un polymère synthétique existant à 
différents stades de polymérisation, donc à différentes masses molaires. La 
formule, d’apres Schurer et al. (1977) est la suivante: 

(ES NUS 
Lo 
l 
N Ha 


Les polyméres utilises dans cette étude sont les suivants: PET 1200 (de 
MM 1200) (POLYSCIENCES Inc. Warrington, lot n°45379) et PEI 
30.000-40.000) (de MM 30.000-40.000) (SERVA, Heidelberg). D'autres 
polyméres ont été essayés, mais les résultats ne seront pas presentes, car les 
cellules ont montré unc mauvaise conservation de leur structure. 


Source : MNHN Pans. 
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Les cellules de Dunaliella, rassemblées par centrifugation à faible vitesse 
(500G pendant 10mn), sont placées dans une solution à 0,5-1% dc PEI dis- 


sous soit dans une solution de NaCl 0,5 M ajustée à pH 7,3, pendant une 
durée variant de 1,2 à 3h, à la température de la piece; sou dans le tampon. 
cacodylate 0.2 M, pH 7,3, rendu hypertonique par du saccharose ou du 


NaCl. 





Les observations au microscope photonique d'échantillons prélevés à 
l'issue de ce traitement montrent que la plupart des cellules sont vivantes, 
mais avec des variations suivant la nature de la substance employée. 


- Traitement en vue de l'observation au ME. 


Les cellules. aprés lavage soigneux dans le tampon hypertonique, sont 
fixées par le glutaraldéhyde (GA) 1,75 à 3,5% dissous dans le tampon 
cacodylate 0,12 M, pill 7,3 contenant NaCl (1%) et de l'acide phospho: 
tungstique (APT) à 2% suivant Schurer et al. (1977) et Vernier ef al. 
(1983). Les essais d'application de PEI sur des cellules déjà fixées par le GA 
se sont soldés par un échec. 


Aprés lavage par le tampon + NaCl (3 foix 30mn), les cellules sont 
post-fixċes par OsO, 1% ou subissent un traitement par OsO,, le 
ferricyanure de K (ou le ferrocyanure) et l'acétate d’uranyle 0,5% suivant la 
technique de Hepler (1980). Aprés lavage. les cellules sont rassemblées dans 
des cubes de gélose, déshydratées par l'éthanol, puis l'oxyde de propyléne et 
incluses dans l'épon en vue du traitement pour la microscopie électronique. 


- Les lectines 


Les cellules de Dunaliella sont traitées suivant la technique décrite par 
Schrevel et al. (1979). Elles sont fixées par GA 3,5% dissous dans le milieu 
de culture ou le tampon cacodylate 0,2 M à 4°C pendant | à 2h. Apres la- 
vage soigneux, les cellules sont incubées pendant | à 2h dans une solution 
de lectine marquée par la biotine, à la concentration de 0,125 à 0,250ug de 
lectine-biotine (SIGMA) par ml de milieu, pendant Ih 30 à la temperature 
de 20°C. Aprés 4 lavages (45mn), les cellules sont incubées dans une solution 
d' avidine-fercitine (250zg/ml de milieu) en vue de révéler la lectine-biotine et 
les sites auxquels clle est fixċe (durée du traitement: Ih). Aprés lavage, les 
cellules sont post-fixees par OsO4 1% pendant th, puis lavées par le tampon 
d'abord, l'eau ensuite. Les cellules sont alors incluses dans la gélose et 
traitées en vue de l'utilisation en microscopie électronique. 


Les lectines utilisees dans cette expérience sont: la concanavaline A 
(Con A) (SIGMA, n° C2272, lot 62F3934) et la lectine extraite de Triticum 
vulgaris (WGA) (SIGMA n° £3259, lot 45F9615). Toutes les deux sont 
couplées avec la biotine et utilisées suivant la technique préconisée par 
Green (1963) et Bayer et ul. (1976). 


Source : MNHN. Paris. 
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Deux types de contrôle ont été effectués: 


1) Incubation dans une solution de lectine-biotine en présence d'un 
inhibiteur spécifique. Avec la Con A, l'inhibiteur était le O-méthyl-a3-D 
mannopyrannoside (SIGMA) utilisé dans les conditions suivantes: Con A = 
250ug; inhibiteur- 0,2 mM: milieu ~ Q.S pour Iml de milieu; temps de 
séjour- lh 30 à 22°C. Avec WGA, linhibiteur était le N-acétyl-D- 
glucosamine= 44,2zg; WGA - 250ug; milieu Q.S. pour Iml; temps d'ap- 
plication= 2h à 22°C. Aprés lavage soigné dans une solution de milieu + 
inhibiteur (3 fois en 30mn) puis par le milieu seul, l'incubation se fit dans 
une solution d’avidine-ferritine: 250ug; milieu: QS pour Iml, pendant Ih, 
Aprés lavage, les cellules sont post-fixċes par OsO4 et traitées en vue de la 
microscopie électronique comme décrit precédemment. 














2) Incubation en l'absence de lectine. Dans ce cas, les cellules sont 
traitées suivant le protocole décrit pour la mise en évidence des sucres, mais 
sans lectine-biotine. 


- Le marquage à Vor (suivant Horisberger et al., 1977) 


Cet essai n'a été réalise que dans le cas de la Con A. Il consiste à utili- 
ser des molécules de Con A marquées par de l'or (SIGMA, n° L 7390, lot 
86 F 8120) dont le diamétre est de l'ordre de 4.5nm. Apres fixation par le 
GA, les cellules sont incubées dans une solution contenant Im) de tampon 
cacodylate 0,2 M, pH 7.1 + NaCl 6% + 0,2ml d'une solution mère de Con 
A marquée à l'or dont la concentration est donnée par l'absorbance à 
520nm qui est ici d'environ 5,0. Le temps d'incubation est de 45mn à 23°C. 
Aprés lavage, les cellules sont post-fixées par OsO4 1% pendant Ih à BACC 
puis colorċes par l'acétate d'uranyle à 1% pendant | nuit à 4°C; après la- 
vage, les cellules sont incluses dans la gélose, déshydratées par l'éthanol puis 
l'oxyde de propyléne et incluses dans l'epon. Les témoins ont été traités par 
addition préalable de mannosyl (0,2 M) dissous dans le tampon additionne 
de NaCl. pendant 5mn. 


RÉSULTATS ET DISCUSSION 
ACTION DE LA PEI 


- Intérét théorique de la PEL 


La PEI est un polymére synthétique présentant un certain nombre de 
propriétés qui l'ont fait utiliser comme marqueur en cytologie animale: 
d'abord son faible volume, méme pour des molécules de haute masse 
molaire utilisées ici, comme la PEI 30.000-40.000 dont le diamètre théorique 
est de 6.30-7,30nm. Aprés complexion avec les métaux lourds, le diamétre de 
la particule ne dépasse pas Inm. c'est-à-dire qu'elle reste plus petite que la 


Source : MNHN, Pans 
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ferritine, polypeptide globulaire de MM 600.000 dent le diametre total (sub- 
stance protéique ct métallique) est de [2nm environ. 


En outre, comme le diamétre varie avec la MM, on peut utiliser toute 
une gamme de molécules dont certaines sont de trés petite MM, comme par 
exemple la PEI 1200 employée ici. On doit cependant noter que dans le cas 
de la PEI de faible MM appliquée à des cellules vivantes de Dunaliella, on 
obtient souvent des échecs se traduisant par une mauvaise conservation de la 
structure cellulaire. 


Un autre caractére favorable 4 l'emploi de la PEI est son caractére 
ionique nettement. marqué, qui l'a fait utiliser pour la recherche des sites 
anioniques des cellules animales tels que le glomérule rénale (Schurer er al., 
1977; Vernier er al., 1983). 


Enfin sa réactivité avec les métaux lourds (notamment OsO4) qui le 
rendent insolubles en font un outil précieux en MET. 


- Résultats avec la PET 30.000-40.000 


Les figures obtenues aprés action de cette substance peuvent dire 
classées en trois types: 


a - Plaques faites d'une substance dense, plus ou moins homogene (fig. 
l et 2, fléches) déposées sur le plasmalemme et prenant contact avec lui par 
quelques points (fig. 2). Leur épaisseur varie de 60 à 85nm; leur extension 
latérale est variable: dans de nombreux cas, on observe dc larges plaques de 
250 à 750nm, laissant entre elles un espace où le plasmalemme, avec cette 
technique, semble “nu”, c'est-à-dire non recouvert par une couche extra- 
cellulaire, Il est seulement souligné par un fin dépót dense indiquant qu'à 
son niveau il existe une substance réagissant avec la PE] et les métaux lourds 
(fig. 4). On peut également observer parfois des plaques plus étendues, pres- 
que jointives (fig. 3), tout comme on en trouve de plus réduites; à la limite, 
certaines cellules sont dépourvues de tout dépôt (fig. 7). 





b - Présence d'une couche fibrillaire revélée par de fines particules de 
PEI-osmium déposées sur des fibrilles perpendiculaires à la surface cellulai- 
re, serrées les unes contre les autres et constituant ainsi une sorte de couche 
appliquée contre le plasmalemme, dont l'épaisseur est de 120 à 160nm. Il est 
cependant assez difficile de décrire dans le detail le trajet des fibrilles, car le 
dépót des particules denses empäte leur contour (fig. 5, fleche). Cette couche 
peut exister sur toute la surface de la cellule ou seulement dans une région. 


c - Dépôts rares ou absents. La surface cellulaire est dans ce cas á peu 
prés dépourvue de dépóts denses de PEI-osmium particulaire ou massif (fig. 
6 et 7). Seule la présence, de place en place, de quelques rares dépóts confir- 
me que cet aspect n'est pas dü à un défaut technique ou une absence de 
Contact avec la PEI, mais bien à un manque de réacti de la membrane 
cellulaire ou du cell-coat. 






Source : MNHN. Pars. 
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Le troisiéme cas est cependant assez rare, alors que le premier est de 
beaucoup le plus important. Ces dépóts denses, en forme de plaques ou de 
particules sont dus à la réaction entre la PEI fortement positive et les radi- 
caux électronégatifs du cell-coat. Nous attribuons les différences d'aspect 
observées à des variations de l'état physiologique de la cellule, en particulier 
au renouvellement du plasmalemme - et du cell-coat qui le surmonte - au 
moment de la division cellulaire. Celle-ci est trés rapide dans une culture 
jeune et se ralentit quand la culture vieillit. I] semble que le cell-coat ne se 
développe pleinement que dans les cultures à la fin de la phase exponentielle 
de croissance (Klut er al, 1983), ce qui est le cas ici. Un point dont 
l'interprétation reste en suspens est la cause de la différence entre un cell- 
coat tabulaire et homogène et un cell-coat fibrillaire, où les fibrilles sont mi- 
ses en évidence par des particules trés fines, après action de la PE]. On peut 
supposer que dans le premier cas, la présence de molécules fortement 
électropositives amène une agglomération des fibrilles électronégatives, d'oü 
l'aspect compact et sans structure des plaques du cell-coat; cette 
agglomération ne se produirait pas dans le deuxième cas, sans doute par 
suite de variation dans la localisation des sites ċlectronċgatifs des fibrilles. à 
moins que ce stade ne represente une phase d'évolution du cell-coat. 





- Résultats avec la PEL 1200 


La PEI 1200 donne des résultats nettement différents de ceux obtenus 
avec la PEL 30.000-40.000. On n’observe plus de larges plaques homogènes, 
ni méme des particules denses déposées sur les fibrilles du cell-coat. Par 
contre, on remarque un plasmalemme très finement marqué par de très fins 
granules, des débris membranaires isolés ou de petites vésicules dont la 
membrane est elle-même recouverte de très fins granules (fig. 9, flèches). Sur 
d'autres cellules, des granules denses de 13 à 30nm dc diamètre (fig. 10, 
flèches) sont reliés au plasmalemme par un pédicule plus ou moins long. 





Dans ces figures, deux faits sont à considérer: d'une part la présence de 
fins granules déposés sur le plasmalemme et à la surface des vésiculcs qui est 
due à la réaction entre les sites électronégatifs de la surface cellulaire et la 
PE] 1200. On remarque que les particules sont situées sur le plasmalemme et 
qu'un cell-coat n'est pas mis en Evidence. D'autre part l'existence de nom- 
breuses vésicules émises par la cellule, un cyroplasme très clair, un 
malemme festonne semblent indiquer une cellule souffrante, en rapport 
: la présence de la PEL 1200 (nous signalons que la plupart des tentatives 
d'utilisation de la PEL de faibles MM en cytologie animale se sont soldées 
par des échecs). L'observation in vivo des cellules de Dunaliella au microsco- 
pe photonique a montré que les cellules, bien vivantes, sont, pour la plupart 
arrondies et immobiles. alors qu'avec la PEI 30.000-40.000 la structure et le 
compartement des cellules n'est pas affecté. 





On peut donc interpréter les figures observées en admeltant que des 
molécules de la PFI 1200, par suite de leur petite taille, agissent sur le po- 


Source : MNHN. Pans 
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tentiel osmotique du milieu et plasmolysent la cellule. En méme temps, elles 
réagissent avec les sites électronégatifs de la surface cellulaire et les mar- 
quent trés finement, beaucoup plus que les autres substances utilisées dans 
ce but. On constate que seuls Ies sites négatifs de la base du cell-coat sont 
marqués. sans doute parce qu'ils sont atteints par les molécules de petite 
taille. Nous ajouterons que les autres substances essayées (PEI 600, PEI 
10,000) ont produit des bouleversements de la structure cellulaire tels que les 
figures obtenues sont inutilisables. 


ACTION DES LECTINES 


Résultats obtenus avec la Con A, 


Les résultats obtenus avec la Con A - biotine révélée par l'avidine- 
ferritine suivant la méthode de Green (1963) et de Bayer et ul. (1976) - sont 
dans la plupart des cas negatis (fig. 14): on n'observe pas de granules de- 
ferritine au voisinage du plasmalemme. Cette absence de réaction traduit 
l'absence de glucose et/ou de mannose dans les glycoprotéines du cell-coat 
ou encore la difficulté pour ces sucres d'être exposés aux réactifs, s'ils sont 
présents, Les contróles effectués sans lectine (fig. 15) ou en présence d'un 
inhibiteur (O-méthyl-2-D mannopyrannoside) ne montrent pas de dépôt de 
ferritine. On conclut done que le glucose et/ou le mannose, s'ils ne sont pas 
totalement absents des glycoproteines du cell-coat, sont du moins faiblement 
représentés. 


- Résultats obtenus avec la WGA 


Les cellules de Dunaliella traitées par la WAG-biotine puis révélées par 
Vavidine-ferritine montrent un plasmalemme “décoré” par des amas de 
ferritine disposés de place en place et directement appliqués sur le 
plasmalemme (fig. 11, flèches). Ce résultat indique que les récepteurs de 
WGA (les molécules contenant des résidus de N acétylglucosamine) sont 
situées dans la partie basale du cell-coat et dans certaines régions 
déterminées. Les Contrôles, effectués soit en présence d'un sucre inhibiteur 
(N-acétylglucosamine) (fig. 13), soit en l'absence de lectine (fig. 12) n'ont 
montré aucun dépôt de ferritine. 





- Méthode utilisée 
VALIDITE DE CETTE METHODE 


Les lectines sont des substances qui présentent l'avantage d'avoir une 
grande spécilicié pour certains sucres. Cette propriété leur a valu d'être 
utilisées en cytochimie pour la reconnaissance et la localisation des sucres. 
Mais les lectines ne sont pas opaques aux e- et ne peuvent donc pas être 
visualisées directement au ME. Pour les utiliser, on doit done leur adjoindre 
un marqueur. Dans ce but. différentes méthodes ont été ċlabarċes: les unes, 
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à un temps, oü le marqueur est directement couplé à la lectine pour former 
un complexe tel que: lectine-ferritine, lectine-peroxydase, lectine-or. Les au- 
tres, que l'on appelle méthodes à deux temps (Schrevel et al., 1979) parce que 
la lectine et le marqueur sont utilisés séquentiellement; dans un premier 
temps, on applique la lectine puis. aprés élimination de la lectine non fixée, 
on introduit le sucre spécifique marqué, qui se liera aux fonctions encore li- 
bres de la lectine. 


Un troisiċme type de méthode (qui est utilisé ici) exploite l'interaction 
entre Vavidine et la biotine. L'avidine, une glycoprotéine du blanc d'euf de 
MM = 68.000 se lie à 4 équivalents de biotine (= vitamine H, hydrosoluble 
de MM = 244) avec une très forte affinité sélective: c'est une des plus fortes 
interactions non covalente connue. D'autre part, le complexe formé est sta- 
ble à tous les pH, ainsi qu'en presence de divers agents dénaturants, tels que 
les enzymes protéolytiques et les solvants organiques, Si la lectine est 
couplée à la biotine pour former une lectine biotinylée elle pourra réagir 
avec l'avidine liée à un marqueur (ici la ferritine, qui permet la localisation 
la plus fine au ME) et permettre ainsi la reconnaissance des sucres des 
glycoprotéines de la surface cellulaire. 


Cette technique. bien que plus complexe. est souvent plus fiable que la 
méthode à un temps. Mais des contróles sérieux doivent étre réalisés pour 
vérifier les résultats obtenus. 


RÉSULTATS OBTENUS CH DUNALIELLA 


La présence de granules de ferritine à la surface des cellules. de 
Dunaliellu aprés action de WGA indique que les glycoprotéines contiennent 
des résidus de N-acétyl-plucosamine. Les amas de ferritine présentent deux 
caracteres : d'une part ils sont discontinus, c'est-à-dire que les résidus de N- 
acétylglucosamine ne sont pas répartis de manière homogene sur toute la 
surface de la cellule; d'autre part ils sont appliqués directement sur le 
plasmalemme et donc les résidus de N-acétyl-glucosamine sont situés à la 
surface du plasmalemme ou dans la partie basale du cell-coat. 





L’absence de réaction (ou d'une faible réaction dans certains cas) avec 
la Con A indique que le glucose et/ou Je mannose sont absents ou, s'ils sont 
présents dans les glycoprotéines. ne sont pas exposés aux reactifs. 


Si l'on compare les résultats obtenus sur Dunaliella avec ceux provenant 
utilisation des lectines dans d'autres types végétaux, on observe certaines 
différences: les protoplastes de Nicotiana tabacum et Vitis vinifera ont révélé 
la présence de glucose et/ou de mannose (Burgess & Linstead, 1977). bien 
quil y ait des variations dans la localisation de ces substances: dans les 
protoplastes de tabac, elle est continue, alors que chez la vigne. elle cst dis- 
continue. Cependant, la technique utilisée dans ces deux cas n'est pas 
exempte de critique, car le marquage peut étre dà à des molécules de la pa- 
rai régénérée auxquelles se lient les molécules de Con A. Te! n'est pas le cas 











Source : MNHN. Paris. 
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de Dunaliella, algue naturellement dépourvue de paroi. Les variations dans le 
marquage que l'on observe parfois peuvent étre attribuées à des variations 
dans la structure du plasmalemme et du cell-coal, en rapport avec les va- 
riations physiologiques de la cellule. 


Mais ces résullats sont en accord avec ccux résultant d'une autre 
méthode: l'agglutination cellulaire en présence de lectine (Klut er al., 1983). 
On voit ainsi que la WGA produit une agglutination forte des cellules de D. 
tertiolecta (ce qui indique la présence de N-acétyl-glucosaminc), alors 
qu'avec la Con A, elle est faible et méme trés faible (ce qui indique la raretċ 
sinon l'absence de glucose et/ou de mannose). Cette technique est fiable, car 
l'agglutination est inhibċe en présence des sucres spécifiques qui se lient aux 
lectines, 


CONCLUSION 


L'action de la PEI de divers MM confirme la présence d'une couche 
fibrillaire ou cell-coat, surmontant le plasmalemme et possédant des sites 
électronégatifs. Dans certains cas. on a pu voir que ces siles existaient sur 
toute la longueur des fibrilles, alors que les recherches antérieures ne per- 
mettaient seulement de les déceler qu'à l'extrémité des fibrilles (Chardard, 
1987, fig. 11: action de la ferritine cationisée). 


Par l'utilisation de lectines telles que la Con A et WGA, on peut ad 
mettre que les glycoprotéines du cell-coat possedent de nombreux résidus de 
N-acétyl-glucosamine, révélés par la WGA. mais pas ou peu de glucose ou 
de mannose. Il existe cependant des modalités dans l'intensité du marquage, 
qui peuvent s'expliquer par des variations de l'état physiologique de la cellu- 
le et la vitesse de renouvellement du plasmalemme. 
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EXPLICATION DES FIGURES 


Toutes les cellules représentées sur ces figures appartiennent à 
Dumaliella bivculata Butcher. La barre figurant en bas de chaque figure 
représente 0,25jm. 


Fig. 1 - PEL 30.000-40.000. Aspect général partiel d'une cellule traitée 
par la PEI qui a marqué le plasmalemme et le cell-coat (flèches). 
Fig. 2 - PE! 30,000-40.000. Detail de la partic externe de li cellule traitée. 
Les plaques homogènes ct denses (fléches) situées au-dessus du plasmalemme 
(pl) représentent le cell-coat ayant réagi avec la PEI. 
Fig. 3 - PEI 30.000-40.000. Autre aspect de cellule où le dépôt de PET à la 
surface du plasmalemme est presque continu. 


Fig. 4 - PEI 30,000-40.000. Cellule ou le plasmalemme. entre les pla- 
ques, est souligné par un liseré dense de PEI (fléches). 
Fig. 3 - PEI 30.000-40.000. Cellule avec un cell-coat fibrillaire (flèches). Les 
fibrilles sont recouvertes par de petites particules denses de PEL qui mäs- 
quent leur trajet. 
Fig. 6 - PEI 30.000-40.000. Cell-coat fibrillaire; seule, une partie des fibrilles 
est marquée par la PEI (fleches). 





Fig. 7 - PEI 30.000-40.000. Cellule où aucun marquage ne s'est produit 
par la PEI. 
Fig. $ - PEL 30.000-40.000. Cellule témoin. non traitée par la PEL Le 
plasmalemme est lisse, peu apparent; le cell-coat est absent ou non révélé. 
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Fig. 9 - PE] 1200. Aspect de la surface cellulaire aprés traitement pendant 
Ih: le cytoplasme est nettement visible (pl): de nombreuses vésicules à 
contour dense (flèches) sont émises par la cellule. 


Fig. I0 - PEL 1200. Autre aspect d'une cellule traitée par la PEI: gra- 
nules rattachés au plasmalemme par un fin pédicule (flèches); la surface cel- 
lulaire est peu marquée par la PEL. 

Fig. 11 - WGA-B, Avid-F. Dépôts irréguliers de granules de ferritine sur le 
plasmalemme (fléches) qui indiquent les sites contenant des résidus de N- 
ncétyl-D-glucosamine. 

Fig. 12 - Temoin de la réaction sans WGA-B. 


Fig. 13 - Témoin de la réaction: cellules traitées par un inhibiteur de la 
WGA-B: la N-acètyl-D-glucosamine; coupe sub-tangentielle du plasma- 
lemme (pl); fibrilles du cell-coat (f) ne montrant aucun marquage par la 
ferritine (fléche). 

Fig. 14 - Con A. Les cellules traitées par la Con A ne présentent aucun mar- 
quage par la ferritine; plasmalemme (pl); fibrilles du cell-coat (fléches). 

Fig. 15 - Con A témoin: cellules traitées sans Con A; absence de 
granulations de ferritine 
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